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METHODE D'INDUCTION D'UNE ACTIVITE ARNi SPECIFIQUE DANS DES 
CELLULES ET ACIDES NUCLEIQUES POUR SA MISE EN CEUVRE 

L'invention concerne le domaine de la biologie et plus 
5 particulierement la preparation d'oligonucleotides, double brln, destines a etre 
utilises dans un processus d'interference ARN (RNAi ou ARNi) dans le but 
d'induire la degradation d'un ARN cible. 

L'interference ARN designee aussi « RNAi » ou encore co- 
suppression, a ete mise en evidence dans les plantes, ou il a ete observe que 
10 Introduction d'un long ARN double brin, correspondant a un gene, induit la 
repression specifique et efficace de I'expression du gene cible. Le mecanisme 
de cette interference comporte la degradation de TARN double brin en courts 
duplex d'oligonucleotides d'environ 20 a 22 nucleotides appeles siRNAs. 

. L'interference ARN a maintenant ete appliquee aux mammiferes 
15 pour inhiber specifiquement I'expression des genes pour des applications en 
genetique fonctionnelle. En effet, les siRNAs permettent d'identifier la fonction 
des genes mis en evidence par le sequencage du genome humain, soft dans 
des modeles de culture cellulaire, soit dans des modeles animaux en pariticulier 
chez la souris. L'interference ARN est aussi utile dans le domaine 
20 therapeutique pour le traitement ou la prevention de cancers, de maladies 
infectieuses et plus generalement de maladies mettant en jeu un gene 
heterologue ou homologue mute (Elbashir, S. M., Harborth, J., Lendeckel, W„ 
Yalcin, A., Weber, K., and Tuschl, T. (2001a). Duplexes of 21-nucleotide RNAs 
mediate RNA interference in cultured mammalian cells. Nature 411, 494-498 ; 
25 Elbashir, S. M., Martinez, J., Patkaniowska, A, Lendeckel, W., and Tuschl, T. 
(2001b). Functional anatomy of siRNAs for mediating efficient RNAi in 
Drosophila melanogaster embryo lysate. Embo J 20, 6877-6888). 

Les siRNAs sont de courtes sequences d'ARN double brin, qui 
peuvent §tre introduites dans les cellules sous forme d'oligonucleotides 
3 o synthetiques ou sous forme de vecteurs permettant I'expression de ces siRNAs. 
Dans cette derniere approche, le siRNA est synthetise sous la forme d'un 
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precurseur qui est un shRNA (short hairpin RNA), forme d'une "tige boucle" 
dans laquelle la tige represente le siRNA et la boucle une sequence 
quelconque qui sera degradee par les RNAases cellulaires, ce qui va donner 
naissance au siRNA mature. 

La mise en ceuvre de vecteurs d'expression de siRNAs presente de 
nombreux avantages, en particulier pour les applications de genetique 
fonctionnelle. Elle permet d'exprimer I'ARN double brin de maniere stable dans 
les cellules, et done d'inhiber plus facilement I'expression des proteines a 
longue demi-vie. En effet, les siRNAs synthetiques ont une duree de demi-vie 
de 3 jours dans les cellules de mammiferes. De plus, les siRNA sont dilues au 
cours des divisions cellulaires. 

Elle permet aussi d'analyser des effets a long terme. Par contre, elle 
necessite d'etablir des lignees exprimant la construction de maniere stable, ce 
qui presente plusieurs inconvenients. En particulier, il faut comparer des lignees 
stables entre elles, ce qui est en general difficile d'interpretation parce que les 
lignees cellulaires derivent. D'autre part, il est impossible d'etudier les proteines 
indispensables pour la cellule, puisque leur inhibition bloquera la proliferation 
des cellules et empechera done I'etablissement de la lignee stable. II est done 
indispensable de pouvoir induire I'activite du siRNA. On entend par induire 
I'activite du siRNA pouvoir bloquer et debloquer son activite a volonte. On 
entend par activite du siRNA sa capacite a reconnaTtre et a induire la 
degradation de son ARN cible. 

II est decrit dans I'art anterieur un vecteur permettant I'expression 
stable et inducible de siRNA. Ce systeme est base sur Inhibition de la 
transcription du precurseur du siRNA. En effet, le vecteur, derive du vecteur 
pSUPER (Brummelkamp T. R et al., www.sciencexpress.org/21 March 
2002/page 1/10.1 126/science. 1068999 ), contient une sequence connue, 
Toperateur tetracycline" ("operateur TET"), positionnee entre le promoteur 
dirigeant la transcription du siRNA et la sequence codant ledit siRNA. En 
presence de la proteine "represseur TET', celle-ci se fixe sur 'Toperateur TET" 
et bloque ainsi la transcription du siRNA. En presence de doxycycline, celle-ci 
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inhibe la fixation de la proline "represseur TET", sur Toperateur TET" et 
permet done la transcription du siRNA. Ce systeme d'expression engendre un 
bruit de fond d'activite relativement elev6. 

De plus, les systemes inductibles bases sur les promoteurs 
5 fonctionnent tres mal dans les vecteurs viraux, parce que les promoteurs viraux 
prennent le pas sur les promoteurs inductibles et le bruit de fond est tres eleve. 

L'invention vise pr6cisement a palier ces inconvenients en offrant un 
systeme permettant d'induire a volonte I'activite d'un siRNA. 

Ce but est atteint par la presente invention grace a I'emploi du couple 
10 proteine TAT-sequence ARN TAR pour bloquer I'activite d'un siRNA dans des 
cellules de mammiferes. 

Le principe de Invention est base sur Interaction TAT/TAR. En 
effet, le siRNA doit etre reconnu dans la cellule par un complexe proteique, 
appele complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex), qui va lui faire subir 

15 une etape de maturation et Tutiliser comme guide pour reconnaTtre et d^grader 
le mRNA cible. La proteine TAT peut etre utlisee pour bloquer cette dbrniere 
etape. * 

La proteine TAT du VIH joue un role crucial dans ia replicatiori f virale. 
En effet, en tant que facteur de transcription, TAT regule la Vitesse de 

20 replication du virus. TAT est une proteine s§cretee capable de diffuser dans les 
cellules non-infectees et de preparer un environnement propice a Tinfection 
virale. La proteine TAT existe sous deux formes (71 et 101 acides amines) 
codees par deux exons s^pares par le g6ne env. TAT exerce sa fonction 
d J activateur du promoteur du VIH en se liant a la sequence d'ARN TAR 

25 pr6sente en 5' de tous les ARN du VIH. 

La liaison de TAT et de ses co-activateurs transcriptionnels 
cellulaires a I'ARN TAR va stimuler Telongation de la transcription en 
augmentant la processivite de I'ARN polymerase II. 

La presence d'ARNs double brins dans une cellule represente un 

3 0 signal : il met en jeu une RNaselll nommee Dicer. Cette ribonucl6ase coupe les 
longs ARN double brin en petits fragments d'ARN double brin, les siRNAs, de 
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taille et de structure precises, en general 21 a 23 nucleotides. Les siRNAs 
duplexes s'associent ensuite avec des proteines pour former un complexe 
nomme RISC (pour « RNA-lnduced Silencing Complex »). RISC est done un 
complexe ribonucleoproteique contenant une molecule de siRNA associee a 
des proteines appartenant a la famille Argonaute. RISC guide, grace a 
I'extremite 5'Phosphate d'un siRNA simple brin, les petits siRNAs pour la 
reconnaissance specifique de la sequence de TARN messager cible et catalyse 
son clivage ; cette reaction a lieu dans le cytoplasme. Cela aboutit a ('inhibition 
de la traduction et ainsi a I'inhibition de I'expression du gene cible. 

Selon I'invention, la boucle du precurseur du siRNA (shRNA), 
normalement constitute de sequence quelconque, est remplacee par une 
sequence nucleotidique codant pour au moins une sequence en nucleotides 
contenue dans la sequence TAR, minimale et suffisante pour etre reconnue par 
la proteine TAT. 

Ladite sequence referencee dans fa liste de sequences soumise en 
annexe sous le numero SEQ ID N° 1, est composee de 11 nucleotides et 
presente I'enchainement suivant : ATCTGAGCTCT (ou AUCUGAGCUCU sous 
sa forme ARN). 

II est egalement possible d'utiliser selon I'invention, une sequence 
codant pour la totalite de la sequence TAR sauvage ou mutee ou tout fragment 
de celle-ci contenant ladite sequence en nucleotides, minimale non-mutee ci- 
dessus decrite. Cette sequence (ADN ou ARN) est denommee par ailleurs dans 
le texte sequence separatrice. 

La sequence separatrice utilisee selon I'invention peut etre naturelle 
ou synthetique. 

Ainsi, en presence de la proteine TAT, celle-ci interagit avec la 
boucle TAR sur le shRNA, et {'interaction du siRNA avec le complexe proteique 
de maturation (complexe RISC) ne peut se realiser et le siRNA ne subit pas les 
etapes de maturation induites par ledit complexe et reste done inactif e'est-a- 
dire sous la forme shRNA. 

En I'absence de la proteine TAT, la boucle TAR du shRNA est 
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ctegradee et le siRNA resultant est accessible au complexe de maturation RISC 
et le processus de degradation de TARN cible par PARNi peut ainsi s'effectuer. 

^invention a done pour objet une m6thode d'induction de Pactivite 
d'un ARNi dans des cellules dans laquelle : 

5 on introduit dans des cellules eucaryotes la proteine TAT et un 

acide nucleique codant pour les sequences sens et antisens d'un 
ARNi d'interSt, lesdites sequences sens et antisens etant 
s§parees par une sequence nucleotidique comprenant au moins 
la sequence referencee sous le numero SEQ ID N° 1 dans la 

io liste de sequences fournie en annexe, codant pour au moins une 

sequence en nucleotides contenue dans la sequence TAR, 
minimale et suffisante pour etre reconnue par la proteine TAT, 
dans des conditions ou Pacide nucleique est transcrit en ARN, 
ladite sequence separatrice transcrite et la proteine TAT formant 

15 un complexe inhibant Tactivite de I'ARNi d'interet ; 

on indu'rt I'activite de PARNi en retirant la proteine TAT. 

La sequence separatrice peut etre constitute par toute sequence 
nucleotidique pourvu qu'elle comprenne au moins la sequence SEQ ID N°1. 
Avantageusement la sequence separatrice est constituee d'une sequence 
20 codant pour la sequence TAR complete, sauvage ou mutee, ou d'un fragment 
de celle-ci comprenant une sequence codant pour la sequence SEQ ID N°1. 

Selon une forme particuliere de mise en oeuvre de la methode de 
Tinvention, ledit acide nucleique codant pour les sequences comprenant les 
sequences sens et antisens d'un ARNi d'interet separees par la sequence 
25 separatrice ci-dessus d6crite peut etre introduite dans la cellule sous la forme 
d'un vecteur d'expression, particulitrement sous la forme d'un plasmide ou d'un 
vecteur viral. 

Dans cette forme de realisation, PARNi d'interet sera transcrit a partir 
du vecteur codant pour le shRNA qui va donner naissance au siRNA apres 
30 clivage de la sequence separatrice simple brin. Ainsi, le vecteur comprend au 
moins une sequence en nucleotides codant pour les sequences sens et 
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antisens du siRNA separees par une sequence nucleotidique comprenant au 
moins la sequence referencee sous le numero SEQ ID N° 1, sous la 
dependance d'un promoteur de transcription. 

Ledit acide nucleique decrit ci-dessus permet la mise en ceuvre de la 
methode d'induction de I'activite d'un ARNi dans des cellules eucaryotes. 

Le vecteur peut en outre comprendre un gene de resistance a un 
antibiotique. Avantageusement selon I'invention, le gene de resistance a un 
antibiotique est un gene de resistance a la neomycine. 

La presence d'un gene de resistance a un antibiotique, comme la 
neomycine, permet de selectionner les cellules transferees. 

Selon I'invention, lorsque les cellules sont des cellules en culture, la 
proteine TAT peut etre introduite dans lesdites cellules par simple culture des 
cellules dans un milieu comprenant la proteine TAT. 

En effet, un avantage de la presente invention reside dans le fait que 
la proteine TAT penetre spontanement dans les cellules lorsque celles-ci sont 
cultivees dans un milieu de culture contenant la proteine TAT. II est done facile 
de bloquer Taction du siRNA, comprenant la sequence separatrice TAR telle 
que decrite precedemment, en cultivant les cellules contenant le siRNA dans un 
milieu de culture contenant de la proteine TAT, et de stimuler I'activite de I'ARNi 
en cultivant lesdites cellules dans un milieu de culture sans proteine TAT, ce qui 
conduira a la degradation de I'ARN cible par le I'ARNi. 

Dans ces conditions le milieu de culture peut contenir la proteine 
TAT en une concentration comprise entre 0,1 fig/ml et 5 u.g/ml 
preferentiellement 0,5 ug/ml et 1,5 u.g/ml et tres preferentiellement 1 pg/ml. 

La proteine TAT peut aussi etre introduite dans la cellule sous la 
forme d'un vecteur d'expression inductible comprenant une sequence 
nucleotidique codant pour la proteine TAT. Dans ce cas, ('expression de la 
proteine pourra etre induite ce qui aura comme consequence d'inhiber I'activite 
de I'ARNi et done de bloquer la degradation de TARN cible par I'ARNi. La 
degradation de I'ARN cible par I'ARNi pourra alors etre 'induite lorsque la 



7 



synthese de la proteine TAT sera elle-meme b!oqu6e. 

Selon Tinvention, les cellules transferees avec I'acide nucleique 
selon Tinvention sont des cellules de mammiferes. La methode s'applique aussi 
bien & la transfection de cellules en culture que directement chez I'animal. 

5 L'invention permet d'analyser de maniere fiable les genes, 

particulierement les genes humains d'un point de vue fonctionnel, dans des 
cellules en culture ou dans des animaux, en particulier dans des souris. 

L'invention se rapporte encore 3 une cellule ou une lignee de cellules 
dans laquelle un acide nucleique selon Tinvention, tel que decrit precedemment 
10 a ete introduit 

L'invention se rapporte aussi aux animaux comprenant des cellules 
dans lesquelles Tacide nucleique selon Tinvention tel que decrit precedemment 
a ete introduit 

L'invention a enfin pour objet des compositions, notamment 
is pharmaceutiques, comprenant comme substance active au moins un acide 
nucleique selon Tinvention tel que decrit precedemment ou des cellules, 
contenant ledit acide nucleique, telles que decrites precedemment,v 
eventuellement associees dans la composition a un excipient compatible. 

D'autres avantages et caracteristiques de Tinvention apparaTtront des 
20 exemples qui suivent et dans iesquels il sera fait reference au dessin en annexe 
dans lequel la figure 1 represente inhibition du marqueur GFP par TARNi. 

Exemple 1 : construction du plasmide pTATOF-siRNAGFP codant 
pour un ARNi dont la cible est TARN messager codant pour la proteine 
fluorescente verte (Green Fluorescent Protein : GFP) : 

25 Ce plasmide est construit a partir du plasmide pSUPER, permettant 

Texpression constitutive de siRNA et decrit par Brummelkamp et al. 

La sequence dADN (oligonucleotide ADN synthetique synthetise a 
fagon), contenant dans Tordre les sequences SEQ ID N°2 (codant pour le 
siRNA sens)-SEQ ID N°1 (codant pour la sequence separatrice)-SEQ ID N°3 
3 0 (codant pour le siRNA anti-sens) est introduite immediatement en aval du 



1 er depot 

8 



promoteur H1 du plasm ide pSuper aux sites Bgl II en 5', et Hind III en 3*. On 
obtient ainsi le vecteur d'expression pTATOF-siRNAGFP. 



(SEQ ID NO. 2) codant pour le siRNA sens : 
5' GCAAGCTGACCCTGAAGTTC 3' 

3' CGTTCGACTGGGACTTCAAG 5' 

sequence codant pour la sequence separatrice (SEQ ID NO *h 
5' ATCTGAGCTCT 3' ' 1 

3' TAGACTCGAGA 5' 



(SEQ ID NO. 3) codant pour le siRNA anti-sens : 
5' GAACTTCAGGGTCAGCTTGC 3' 
3' CTTGAAGTCCCAGTCGAACG 5' 



Ainsi, ies sequences codant pour les siRNA sens et anti-sens sont 
separees par une boucle TAR minimale, codee par la sequence separatrice 
nommee SEQ ID NO.1, codant pour la sequence minimale reconnue par la 
proteine TAT (SEQ ID NO. 4). 



Codant pour le SiRNA : ~~ ~ " 

5* 

5£^CTGACCCTGAAG 3 * 
CGTTCGACTGGGACTTCAAGTAGACTCGA^CTTGAAGTCCCAGTCGAACG 

3 CI 

Codant pour le SiRNA complementaire : 



Exemple 2 : inhibition de I'expression de la GFP par le siRNAGFP 
exprime par le vecteur de I'exemple 1 : 

Des cellules de mammiferes COS-7 sont transferees avec du 
polyfect (Qiagen) avec 4 ug de vecteurs d'expression des siRNA 
(pTATOFsiRNAGFP, partie A, ou pSuper siRNAGFP sans boucle TAR, partie 
B), ainsi qu'un vecteur d'expression de la Green Fluorescent Protein ou GFP 
(500 ng). Soixante heures apres la transfection, un western blot a ete realise a 
partir des extraits totaux en utilisant un anticorps dirige contre la GFP (Santa 
cruz) ou la tubuline cellulaire (Sigma) afin d'evaluer la quantite de proteines 
utilisee pour ce test. 

Les cellules sont cultivees dans du milieu DMEM (Gibco) contenant 
10% de serum de veau foetal en presence (wt) ou en I'absence (-) d'un vecteur 



9 



cTexpression (0,5 |jg) de la proteine TAT ou de ses mutants, co-transfectes 
(Bres V, et al. Nat Cell Biol. 2003 Aug; 5(8): 754-61). 

Un temoin est realise avec des cellules n'ayant pas re9U le vecteur 
d'expression des siRNA (pTATOF-siRNAGFP ou pSuper siRNAGFP), cultivees 
5 en Tabsence de proteine TAT. De meme des temoins sont realises avec un 
vecteur d'expression de la proteine TAT mutee (incapable de Her la sequence 
TAR) en presence du vecteur d'expression des siRNA (pTATOF-siRNAGFP ou 
pSuper siRNAGFP). 

La Figure 1 montre les resultats de cette experience : 

10 PartieA: 

En I'absence de proteine TAT et de vecteur pTATOF-siRNAGFP, la 
GFP est presente dans les cellules (colonne 1). 

En Tabsence de proteine TAT et en presence du vecteur pTATOF- 
siRNAGFP, la GFP est degradee (colonne 2). 

«• 

15 En presence de proteine TAT sauvage et du vecteur pTATOF- 

siRNAGFP, la GFP est presente dans les cellules (colonne 3) en quantity 
comparable a celle presente dans les cellules n'ayant pas re?u de proteine TAT 
ni de vecteur pTATOF-siRNAGFP (colonne 1), et n'est done pas degradee. 

En presence de proline TAT mutee et du vecteur pTATOF- 
20 siRNAGFP, la GFP est degradee dans les cellules (colonne 4 et 5). 

Partie B : 

En Tabsence de proteine TAT et de vecteur pSupersiRNAGFP (sans 
sequence TAR), la GFP est presente dans les cellules (colonne 1). 

En Tabsence de proteine TAT et en presence du vecteur 
2 5 pSupersiRNAGFP, la GFP est degrad6e (colonne 2). 

En presence de proteine TAT sauvage ou mutee et du vecteur 
pSupersiRNAGFP,) la GFP est degradee dans les cellules (colonne 1, 4 et 5). 

Ceci dSmontre que la proteine TAT sauvage reconnaTt la sequence 
s6paratrice intercalee entre les sequences sens et antisens de siRNA et bloque 
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son activite alors qu'une proteine TAT mutee, incapable de reconnaitre la 
sequence separatrice n'a pas d'effet sur le siRNA qui apparait parfaitement 
fonctionnel. 
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REVENDICATIONS 

1) Methode d'induction de Pactivite d'un ARNi dans des cellules dans 

laquelle : 

5 - on introduit dans des cellules eucaryotes la proteine TAT et un 

acide nucleique codant pour les sequences sens et antisens d'un 
ARNi dlnteret, lesdites sequences sens et antisens etant separ§es 
par une sequence nucleotidique (sequence separatrice) comprenant 
au moins la sequence r6ferencee sous le numero SEQ ID N° 1 dans 

io la liste de sequence fournie en annexe, codant pour au moins une 

sequence en nucleotides contenue dans la sequence TAR, minimale 
et suffisante pour etre reconnue par la proteine TAT, dans des 
conditions ou Pacide nucleique est transcrit en ARN, ladite sequence 
separatrice transcrite et la proteine TAT formant un complexe 

15 inhibant Pactivite de PARNi d'interet ; 

- on induit Pactivite de PARNi en retirant la proteine TAT. 

2) M6thode selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 
acide nucleique comprenant les sequences codant pour les sequences sens et 
antisens d'un ARNi d'interet separees par la sequence separatrice est introduce 

20 dans la cellule sous la forme d'un vecteur. 

3) Methode selon la revendication 2, caracterisee en ce que ledit 
vecteur est un plasmide ou un vecteur viral. 

4) Methode selon Pune des revendications 2 ou 3, caracterisee en ce 
que ledit acide nucleique est sous la dependance d'un promoteur de 

25 transcription. 

5) Methode selon Pune quelconque des revendications 2 3 4, 
caracterisee en ce que ledit acide nucleique comporte en outre un gene de 
resistance a un antibiotique. 

6) Methode selon la revendication 5, caracterisee en ce que le gene 
3 0 de resistance £ un antibiotique est un gene de resistance a la neomycine. 
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REVENDICATIONS 

1) Methode d'induction, in vitro, de I'activite d'un ARNi dans des 
cellules dans laquelle : 

- on introduit dans des cellules eucaryotes la proteine TAT et un 
acide nucleique codant pour les sequences sens et antisens d'un ARNi d'interet, 
lesdites sequences sens et antisens etant separees par une sequence 
nucleotidique (sequence separatrice) comprenant au moins la sequence 
referencee sous le numero SEQ ID N° 1 dans la liste de sequence fournie en 
annexe, codant pour au moins une sequence en nucleotides contenue dans la 
sequence TAR, minimale et suffisante pour etre reconnue par la proteine TAT, 
dans des conditions ou I'acide nucleique est transcrit en ARN, ladite sequence 
separatrice transcrite et la proteine TAT formant un complexe inhibant I'activite 
de I'ARNi d'interet ; 

- on induit I'activite de I'ARNi en retirant la proteine TAT. 

2) Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 
acide nucleique comprenant les sequences codant pour les sequences sens et 
antisens d'un ARNi d'interet separees par la sequence separatrice est introduite 
dans la cellule sous la forme d'un vecteur. 

3) Methode selon la revendication 2, caracterisee en ce que ledit 
vecteur est un plasmide ou un vecteur viral. 

4) Methode selon I'une des revendications 2 ou 3, caracterisee en ce 
que ledit acide nucleique est sous la dependence d'un promoteur de 
transcription. 

5) Methode selon I'une quelconque des revendications 2 a 4, 
caracterisee en ce que ledit acide nucleique comporte en outre un gdne de 
resistance a un antibiotique. 

6) Methode selon la revendication 5, caracterisee en ce que le gene 
de resistance a un antibiotique est un gene de resistance a la neomycine. 

7 ) Methode selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, 
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7 ) Methode selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, 
caracterisee en ce que les cellules transfectees sont des cellules de 
mammiferes. 

8) Methode selon Tune quelconque des revendications pr6cedentes, 
5 caracterisee en ce que Ton introduit la proteine TAT dans les cellules 

eucaryotes par cultures desdites cellules dans un milieu de culture contenant 
ladite proteine TAT. 

9) Methode selon la revendication 8, caracterisee en ce que Ton 
induit la transcription de PARNi en cultivant les cellules eucaryotes dans un 

10 milieu ne contenant pas de proteine TAT. 

10) Methode selon Tune quelconque des revendications 1 £ 7, 
caracterisee en ce que Ton introduit la proteine TAT dans les cellules 
eucaryotes en introduisant dans lesdites cellules un vecteur inductible 
comprenant une sequence nucleotidique codant pou la proteine TAT. 

15 11) Methode selon la revendication 10, caracterisee en ce que Ton 

induit la transcription de I'ARNi en bloquant la synthese de la proteine TAT. 

12) Un acide nucleique tel que defini dans Tune quelconque des 
revendications 1 & 6. 

13) Une cellule ou une lignee de cellules transfectees par un acide 
20 nucl§ique selon la revendication 12. 

14) Composition notamment pharmaceutique comprenant cornme 
substance active au moins un acide nucleique selon la revendication 12 ou une 
cellule ou lign§e de cellules selon la revendication 13, eventuellement associee 
dans la composition a un excipient compatible. 
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caracterisee en ce que les cellules transferees sont des cellules de 
mammiferes. 

8) Methode selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que I'on introduit la proteine TAT dans les cellules eucaryotes 
par cultures desdites cellules dans un milieu de culture contenant ladite proteine 
TAT. 

9) Methode selon la revendication 8, caracterisee en ce que Ton induit 
la transcription de I'ARNi en cultivant les cellules eucaryotes dans un milieu ne 
contenant pas de proteine TAT. 

10) Methode selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, 
caracterisee en ce que Ton introduit la proteine TAT dans les cellules eucaryotes 
en introduisant dans lesdites cellules un vecteur inductible comprenant une 
sequence nucleotidique codant pou la proteine TAT. 

11) Methode selon la revendication 10, caracterisee en ce que I'on 
induit la transcription de I'ARNi en bloquant la synthese de la proteine TAT. 

12) Un acide nucleique tel que defini dans I'une quelconque des 
revendications 1 a 6. 

13) Une cellule ou une lignee de cellules transferees par un acide 
nucleique selon la revendication 12. 

14) Composition notamment pharmaceutique comprenant comme 
substance active au moins un acide nucleique selon la revendication 12 ou une 
cellule ou lignee de cellules selon la revendication 13, eventuellement associee 
dans la composition a un excipient compatible. 
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SEQUENCE LISTING 
<110> CNRS : Centre National de la Recherche Scientifique 

<120> Methode d' induction d'une activite ARNi specifique dans des cellules 
et acides nuclei que s pour sa mise en oeuvre 

<130> 34284/FR 

<160> 4 

<170> Patentln version 3,1 

<210> 1 

<211> 11 

<212> DNA 

<213> Human immunodeficiency virus 
<220> 

<221> miscjfeature 

<222> (1) . . <H) 

<223> sequence codant pour la sequence TAR minimale reconnue par la 
proteme TAT 



<400> 1 
atctgagctc t 

<210> 2 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> unidentified 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (20) 

<223> sequence codant pour le siRNA antisens de la GPP 



<400> 2 

gcaagotgac cctgaagttc 

<210> 3 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> unidentified 

<220> 

<221> misc_jfeature 

<222> (1) . . (20) 

<223> sequence codant pour le siRNA sens de la GFP 



<400> 3 

gaacttcagg gtcagcttgc 



<210> 4 
<211> 51 
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<212> DNA 

<2 1 3> unidentified 

<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (1) . . (51) 

<223> sequence du shRNAGFP 



<400> 4 

gcaagctgac cctgaagtto atctgagctc tgaacfctcag ggtcagcfctg c 
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